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Abstract
Posttraumaticstressdisordcr（PTSD）isalong-1astmgpsychiatricdiscascaftcrthetraumatic
expencncewiththeconsequenceofhippocampalatrophy・Freezingbehaviorsweredisplayedin
miccpreviouslysubjectedtowater-inuncrsionrestrainstress(ＷIRS),whilethcsemiceexhibitedthe
hyper-locomotionPriorexperienceofWIRS1edtoatransientdecreascmsubsequent
5-bromo-2,‐deoxyuridme(BrdU)incorporationintoproliferatingcemsinthehippocampaldentate
gyｍｓ・Thescbehavioralandneurochemicalalterationsweresignificantlypreventedbythedany
injectionoftheantidepressantsuchasimipramineorfluvoxamine・PrioradministrationofanNMDA
receptorantagonistsignificantlypreventedtheafOrementionedchangesbyWIRSFurthennore,wc
searchedfOrgenesresponsivetotraumaticstrcssmthehippocampustoelucidatetheunderlymg
mechanisms・Bydifferentialdisplaypolymcrasechamreaction（PCR）analysis,theactin-based
molccularmotorprotemmyosinVI(Myo6)wasidentifiedasagenemarkedlyuprcgulatcdbyWIRS
inthehippocampus・Real-timePCRandWesternblottmganalysesrevealedasignificantincreasem
thecxprcssionofbothmRNAandcorrespondmgprotemfOrMyo6inthehippocampusonlywithin
24hafterWIRS・TheseresultssuggestthatMyo6maybeselectivelyandrapidlyupregulatedtoplay
ahithertounidentifiedroleinthemaintenanceofthcintegrityandfUnctionalityinthehippocampus
aftertrammaticstrcss．
学位論文要旨
精神疾患の診断・統計マニュアル第４版によると、心的外傷後ストレス
障害（PTSD）は死の恐‘怖に直面するような強いトラウマ体験ののちに、外傷体
験の反復的な想起（擬似再体験症状)、トラウマ関連刺激に対する持続的な回
避・麻痘症状および過度の覚醒症状がみられる。そして、これらの症状は１ヶ
月以上持続し、社会的、精神的機能障害を起こすとされる。ＰＴＳＤはこれまで心
因性精神障害に分類されてきたことから、ＰＴＳＤに対する脳の器質的、構造的解
析が積極的には行われてこなかったが、近年の神経画像技術の発達により、
PTSD患者に海馬体積の減少が存在する可能'性が報告されてきており、ＰＴＳＤを
生物学的アプローチにより解析することの重要J性が認識されてきている。これ
に対して精神疾患の動物モデルは、行動学的な症状と生物学的な異常との関連
性を論じるのに非常に有用なツールとなるが、現在のところＰＴＳＤに対する動
物モデルの作製はあまり成功していない。そこでまず我々はＰＴＳＤ動物モデル
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の作製を目指した。
マウスにトラウマ性ストレス体験として水浸拘束ストレス（ｗｍｓ）を
負荷したところ、ＷIRS負荷動物では、音恐』柿条件付け試験（Fig.1A,B）および
強制水泳試験（Fig.１C）において長期間持続する麻痘症状が発現すること、さ
らには新奇環境下では自発運動量が増加することが明らかになった（Fig.１，)。
これに対して、選択的セロトニン再取り込み阻害薬のフルボキサミン（FⅣ）や
三環系抗うつ薬のイミプラミン（IMP）を１４日間慢性投与することにより、音
恐』姉条件付け試験(Fig.1B)、強制水泳試験(FiglC)および自発運動量測定(Fig
lD）においてこれらの症状は有意に改善された。
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ＰＴＳＤ等のヒトの高次精神機能障害に対する動物モデルは、その構築に
当たり少なくとも３つの妥当性を満足することが求められる。－つ目は表面妥
当性；ある精神疾患の症状がヒトと動物モデルで類似性を有するか否かについ
てであり、二つ目は構成概念妥当性；行動系の変容と神経系の変容との関連性
が､動物モデルでの変化とヒトの臨床像との間で認められるか否か。すなわち、
モデルの発想の基礎となる理論的背景が、その疾患の成因と符合するか否かに
ついてである。三つ目は予測妥当性；モデルでの薬物の実験結果がヒトの病態
状態への変化を反映するか否かについてである。この三大妥当性に対して､我々
が用いた実験モデルは、ＰＴＳＤの原因となるトラウマ体験を最初に負荷すること
から構成概念妥当性を、ＰＴＳＤに特徴的な症状である麻痘および過覚醒の２方向
I性行動異常を呈することから表面妥当性を満たしており、かつ実際に臨床にお
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いてＰＴＳＤ治療薬として使用されているＩＭＰやＦⅣを慢性投与することによっ
て､その症状の改善が認められることから予測妥当性を充足する。したがって、
当該モデルはＰＴＳＤに対して妥当性の高い動物モデルであるといえる。
海馬の形成に関して、特に歯状回では、特徴的な`性質を有していること
が知られている。すなわち、生涯を通じて歯状回の穎粒細胞下帯（SGZ）では神
経系前駆細胞が発現しており、新生細胞が絶えず供給されていることである。
海馬歯状回で新しく生まれた未成熟細胞は成熟に伴って穎粒細胞層へと遊走し
ながら成熟細胞へと分化する。この新生された神経細胞は既存のCA3錐体細胞
と機能的なシナプスを形成し、この間に新生されたニューロンは既存の成熟し
た穎粒細胞の問をぬって、若干ではあるが穎粒細胞層の中に遊走していく。こ
のように、成体においてもＳＧＺでは機能的な神経細胞の新生がおこなわれてい
る。そこで、海馬歯状回での神経細胞新生に注目して、ＰＴＳＤ患者で認められる
海馬体積の減少との関連性を検討したところ､ＷIRS負荷後に歯状回の未成熟細
胞（神経系前駆細胞）の数が一過的に低下しており、この低下はトラウマの実
体験のみならずトラウマの擬似再体験によっても惹起された。またこの前駆細
胞が神経細胞やアストロサイトに分化した後においても､ｗｍｓ負荷によってこ
れら細胞数の減少が認められた。これに対して、ＩＭＰやＦＬＶの慢性投与はこれ
らの減少を有意に回復した。以上の結果は、ＰＴＳＤに特徴的な長期間持続するフ
ラッシュバック症状の発現により、ＰＴＳＤ患者では海馬歯状回での細胞新生能の
低下が繰り返し惹起される可能`性を示唆するものであり、ＰＴＳＤ患者で認められ
る海馬体積減少との関連が強く疑われる。
一方で、興奮性アミノ酸であるグルタミン酸がストレスによって惹起さ
れる種々の症状に大きく関与していることが多くの文献から示唆されている。
例えば、うつ病やＰＴＳＤ患者ではグルタミン酸神経シナプスにおける過剰なグ
ルタミン酸の放出が惹起される。対して、ストレスによって海馬シナプスにお
けるグルタミン酸濃度の上昇や、グルタミン酸蓄積による海馬神経細胞に対す
る興奮毒性が惹起される。ラットに拘束ストレスを負荷した場合では、海馬お
よび視床下部においてN-methyl-Daspartate（ＮＭＤＡ）や
DLalpha-amino-3-hydroxy-5-methylisoxasole-4-propionate（AMEA）受容体といっ
たイオノトロビック型のグルタミン酸受容体サブタイプの発現レベルの変動が
認められ、さらに拘束ストレスや尾刺激ストレスでは、海馬ＣＡ１の錐体細胞層
におけるＮＭＤＡ受容体の活｣性化を介して、長期増強（ⅢP）の減弱と長期抑圧
（Ｌｍ）の増強が誘導され、ＡＭＰＡ型ではなくＮＭＤＡ型の受容体拮抗薬の投与
は、慢性的な拘束ストレスが惹起する海馬CA3錐体神経細胞の樹状突起の萎縮
を防御する。そこで、ＷIRS負荷モデルにおけるグルタミン酸、特にＮＭＤＡ受
容体を介した反応に注目して検討したところ、ＮＭＤＡ受容体の特異的拮抗薬で
あるMK-801をストレス前投与すると、海馬歯状回の神経細胞新生の低下を防
止した（Fig.２A）だけでなく、トラウマの擬似再体験による低下に対しても防
御した（Fig.２B)。続いて、ＷIRS負荷による行動変化に対する影響を検討した
ところ、音恐怖条件付け試験（Fig.2C）におけるＷⅢＳ誘起`性のすくみ行動の
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増加はＭＫＢＯ１の事前投与により影響を受けなかったが､強制水泳試験(Fig.２，）
における無動時間の延長を有意に改善し、また新規環境下における自発運動量
の冗進に対して改善傾向を示した（Ｆｉｇ２ＢＦ)。我々は過去に、ｗｍＳを負荷し
たラット脳分画標本を用いた解析により、脳内のグルタミン酸濃度が上昇する
ことを示した。また師Ｖｉｚｍでは、海馬歯状回から単離した神経系前駆細胞に
ＮＭＤＡ受容体が機能的に発現しており、ＮＭＤＡ曝露によって神経系前駆細胞か
ら構成されるニューロスフイアの形成が阻害されることを報告している。以上
の結果を考えると可ストレスシグナルの入力と固定に対して、ＮＭＤＡ受容体を
介したグルタミン酸シグナルが重要な役割を担っている可能性が示唆される。
□ControIWEH
ⅡControl･ＭＫ
■WlRSWEH
四ＷIRS+MＫ
□ＣｏＩＷｒｏＩＷＥＨ
呂劉:::MW‘（c）
□ControIWEH
■WIRSWEH
BWIRS+MＫ
】
汕
Ｉ
５
４
３
２
１
旧副ＥＥへの二の。已巴巴⑩。’。（＋）。己』ロ
０
０
０
０
０
０
０
０
０
０
０
０
０
㈹副ＥＥ－⑪二①。己①』の］⑩三．｛＋》二』ロ
６
５
４
３
２
１
一
蒔
０
０
０
０
０
４
３
２
１
国昌Ｎの２」ま
□
(D） □ContloIWEH
■WIRSWEH
曰WIRS十MＫ
(E） □comr゜lｗＥＨ（F）
●WlRSWEH
鍵WIRS・ＭＫ
□ControIWEH
■W1RSWEH
四ＷIRS+MＫ
０
０
０
０
０
０
０
０
０
０
０
０
０
６
５
４
３
２
１
｛⑩〉の■』嚢尹］一一一Ｑｏ－匡巨』一
叩
ｍ
ｍ
ｍ
ｍ
ｍ
０
２
０
８
６
４
２
１
１
（■』ＥＣ⑭｝巴巨。。。｝
■◎事◎戸］。。。】
０
０
０
０
０
０
５
０
５
０
５
２
２
１
１
｛巨一Ｅの一望二コ。。｝
巨◎壱◎戸』。。。］
■
■
■
■
■
■
■
■
■
■
■
■
■
■
■
■
■
■
■
■
■
■
■
■
■
■
■
■
■
■
‐
－
'１
０５１０１５２０２５３０Pre-WlRS Q2Y-14
Observation tｉｍｅ (mIn）
Fig.２．EffectsofMK-801onWIRS-mducedalterations・ThenumberofBrdU-positiveclustered
cellsmmicecxposedto(A)ＷｍＳａｎｄ(B)flashbackexperience.(C)Cuedfear-conditioningtest．
(D)Forcedswimmingtest.(E,F)Locomotoractivity・ＭＫ,MK-80L
次に、ＰＴＳＤ動物モデルで観察されるこれら異常に関連する海馬内遺伝
子をデイファレンシャル・ディスプレイ法により探索したところ、ＷｌＲＳ負荷
２４時間後に一過的に発現上昇する遺伝子としてＭｙｏｓｉｎＶＩ（Myo6）を同定した
（Fig.３)。Ｍｙｏ６は神経細胞やアストロサイト神経系前駆細胞においても発現
しており、マウス脳内では大脳皮質や小脳、海馬、嗅球など幅広く発現してい
た。Ｍｙｏ６の発現はＷＩＲＳ負荷によってｍＲＮＡだけでなく蛋白質レベルにおい
ても増強しており、この上昇は海馬に特異的な現象であった。
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ミオシンはＡＴＰの加水分解によってF-actin上を移動して、小胞やオル
ガネラだけでなく蛋白複合体やｍＲＮＡも輸送するモーター蛋白質である｡Ｍｙｏ６
は１８のクラスからなるミオシンスーパーファミリーの中でも、F-actinを－側に
移動する逆向きのモーター蛋白質として知られており、エンＦサイトーシスや
小胞輸送に関与している。またこのような膜輸送系のみならず、Ｍｙｏ６は核にも
存在しており、RNApolymerasellと相互作用して転写を促進して様々な遺伝子
の転写活性を調節していることが報告されている。一方、中枢神経系において
は、Ｍｙｏ６欠損マウスの海馬を用いた解析から、Ｍｙｏ６はシナプスやスパインの
形態維持に対して重要な役割を果たしていることが報告されている。また、ア
ンカー蛋白質であるSAP97と相互作用してＡＭＰＡ受容体のinternalizationに関与
していることや、GIPC1を介してｍＦｋＢと複合体を形成して、脳由来神経栄養因
子によって調節される海馬の長期増強に関与していることが報告されている。
したがって、中枢神経系においても、Ｍｙｏ６は何らかの重要な役割を担っている
可能`性が示唆されることから、Ｍｙｏ６についてさらに解析をおこなったところ、
ＷIRS誘起性のMyo6発現上昇はトラウマ体験のみならずトラウマの擬似再体験
によっても惹起され、またMK-801をストレス負荷前に投与することによって
その発現上昇は有意に防御された。したがって、Ｍｙｏ６がＷｍＳ負荷動物で観察
される異常に関与している可能性は否定できない。また、Ｍｙｏ６はさまざまなパ
ートナー蛋白質と結合することが報告されていることから、他の蛋白質を介し
て海馬の機能や構造に関わっている可能’性が考えられる。事実、我々の検討に
おいても、Ｍｙｏ６はＲＮＡ結合蛋白質であるtranslocatedinliposarcome（TLS）と
カルシウム依存的に相互作用することが明らかとなった。ＴＬＳはＲＮＡと結合す
－５１５－
ることで種々の転写活J性を調節するだけでなく、シナプスやスパインの安定性
にも関与していることが知られており、すなわち、ＷⅢＳ誘起`性のMyo6発現上
昇によって、nｓを介した何らかのＰＴＳＤに関連する異常が惹起されているか
もしれない。これとは別に、マウス胚性腫瘍細胞株であるＰ１９細胞にＭｙｏ６遺
伝子を過剰発現させると、その増殖能に対して有意な低下が認められた。この
ことから、Ｍｙｏ６は神経系前駆細胞に対してその増殖能を負に制御している可能
性が示唆される。したがって､Ｍｙｏ６を介した直接的あるいはTLS等のパートナ
ー蛋白質を介した間接的な作用によって､ＰＴＳＤ患者でみられる海馬の機能障害
が誘引されているのかもしれない。
以上より、本研究成績は精神疾患であるＰＴＳＤに対して脳海馬に生物学
的な障害が存在する可能性を示唆するものである。実際に、臨床的にも海馬の
萎縮等の器質的異常がPTSD患者に認められており、ＰＴＳＤを生物学的アプロー
チにより解析することの重要`性を認識しなければいけない。その上で、ＰＴＳＤに
対する新規治療ターゲットとしてＭｙｏ６に注目して、ＰＴＳＤの予防および治療戦
略の確立につなげたい。
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学位論文審査結果の要旨
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